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サギ皮下組織に 17β-estradiol（10mg / pellet, 21-day release）もしくは placebo
を投与した。Ussing chamberに接続した循環リザーバーの管腔側には塩酸（pH 
2.0）、亜硝酸塩（5.0 mM, pH 2.0）、Krebs buffer（pH 7.4）のいずれかを還流し、











形態が示された。tight junction蛋白である occludinは 17β-estradiol投与により蛋
白の増加が認められ、claudin-1、claudin-4には有意な変化は認められなかった。 















































































buffer（組成：Na+ 152 mM, K+ 2.5 mM, Ca2+ 2.5 mM, Mg2+ 1.2 mM, Cl- 136 mM, 
HCO3- 25 mM, PO43- 1.2 mM, glucose 11 mM）にて洗浄した。その後、筋層およ
び粘膜下層を剥離することで粘膜層のみを残し、短軸方向に 2分割した粘膜を速や
かに開口部 1.13cm2 の Ussing chamber（World Precision Instruments Inc., 
Sarasota, FL, USA）の中央に挟み固定した。Ussing chamberの両側には寒天で架
橋した電流電極および電圧電極（World Precision Instruments Inc., Sarasota, FL, 
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USA）を接続した。また、Ussing chamber内の溶液はそれぞれ独立して還流でき
る循環リザーバーに接続し、95% O2 / 5% CO2 の混合ガスを用いた gas lift system
で循環させた。循環リザーバーは内筒と外筒に分かれており、内筒内は Ussing 




difference）を測定し、また粘膜抵抗値は 10 μA の電流を流した際の電位変化を測
定し、オームの法則を用いて単位面積あたりの抵抗値（Ω・cm2）を算出した。この
粘膜抵抗値は粘膜バリア機能を反映し、細胞膜が構成する膜抵抗（membranous 
resistance）と、細胞間接着構造である tight junctionが構成する shunt R（shunt 
resistance）の 2つの要素で形成されている 30)。Ussing chamberに食道粘膜を取
り付けた後、管腔側と基底側の両方を Krebs buffer（pH 7.4）で 60分間還流させ、
PDを測定した。その際に、PDが 10 mV未満の場合は粘膜に傷害が出現し膜活性
が低下した状態と判断し、検討から除外した。その後、循環リザーバーの管腔側に
は塩酸（pH 2.0）（n=16）、酸性亜硝酸塩（5.0 mM, pH 2.0）（n=12）、また Krebs buffer







サギ（26匹）の皮下組織に 17β-estradiol製剤（10 mg / pellet, 21-day release）
（Innovative Research of America, Sarasota, FL, USA）もしくは placebo製剤













ている 31)。Ussing chamberによる粘膜抵抗値の測定の際に、3 mg/mlに調整した
フルオレセイン（Sigma-Aldrich Co., 東京）を循環リザーバーの管腔側に 500 µl
投与し、測定開始後 15分毎に基底側の溶液を 1 mlずつ回収した。循環リザーバー
内の溶液は管腔側および基底側ともに 15 分毎に新たな溶液に入れ替えることで、
溶液量を両側で等量に維持した。その後、Ussing chamber による粘膜抵抗値の測








作用する 12)-13)。本研究では、ウサギ食道粘膜の ER β発現を確認するために、ウサ
ギより摘出した食道粘膜および Ussing chamberで塩酸（pH 2.0）暴露した組織を
各々ホルマリンで固定し、無染色の組織切片を作製した。その後、キシレンで脱パ
ラフィン後、アルコール処理を行い、Target retrieval solution（Dako, 東京）に
より 121℃で抗原賦活を行った（15 分間）。さらに 3％過酸化水素にて内因性ペル
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オキシダーゼを阻害後、rabbit-to-rabbit blocking reagent（コスモバイオ株式会社, 
東京）を用いて 30 分間のブロッキング処理を行い、100 倍に希釈したラビット抗
ER β抗体（LifeSpan BioSciences Inc., Seattle, CA, USA）により冷所（4℃）保
管のうえ一晩処理した。翌日、VECTASTAIN Elite ABC rabbit IgG kit（Vector 




















る Image J（National Institutes of Health, USA）を用い、検討条件を知らされて
いない実験者により細胞間隙距離の測定が行われた。本検討では、酸暴露前の細胞




tight junction蛋白のWestern blotting 
17β-estradiolもしくは placeboを投与したウサギ食道粘膜に対する塩酸（pH 2.0）
暴露前後の tight junction蛋白の発現をWestern blottingにて評価した。酸暴露前
の検体としてはウサギ食道から粘膜層のみとした組織切片を、また酸暴露後の検体
としては Ussing chamber 開口部に接していた食道粘膜を用いた。これら組織に
total protein extraction kit（Merck Millipore, Darmstadt, Germany）を加え、氷
冷下で Homogenization Pestle（Scientific Specialties, Inc., CA, USA）により粉
13 
砕し、遠心分離（4℃、12000g、15分間）した上清を検体とした。等濃度に調整し
た検体を 4-12% NuPAGE Bis-Tris Gel（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）の各レ
ーンに流し電気泳動を行い、PVDF membranes（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）
に転写した。その後、ECL prime blocking reagent（GE healthcare, 東京）を用
いてブロッキング処理を行った。1000 倍に希釈したマウス抗 occludin 抗体
（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）、マウス抗 claudin-1抗体（Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA）、マウス抗 claudin-4抗体（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を用い、
冷所（4℃）で一晩処理した。さらに、4000 倍に希釈したヤギ抗マウス IgG 抗体
（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を用いて室温 1時間の処理後に、ECL prime 
Western blotting detection reagent（GE healthcare, 東京）で発色した。バンド
は VersaDoc 5000MP（Bio-Rad Laboratories, Inc., California, USA）にて描出し、
発現した一定面積中のバンド濃度を Image Lab software（Bio-Rad Laboratories, 
Inc., USA）にて測定し、各 tight junction のバンド面積を β-actin（Santa Cruz 
biotechnology Inc., Texas, USA）との比率、すなわち Relative Mean Area Density







で得られた粘膜抵抗値およびフルオレセイン透過性の結果は Two-way analysis of 
variance を用いて各群を比較した。また 3 群間の比較には Two-way analysis of 
variance による分散分析後に Tukey-Kramer 法による多重比較を行った。また、






ウサギ食道粘膜に対する塩酸（pH 2.0）および酸性亜硝酸塩（5.0 mM, pH 2.0）
投与による NO暴露の影響を Figure 1に示す。粘膜抵抗値の変化については、塩酸
暴露によりKrebs buffer（pH 7.4）還流時と比べ経時的な抵抗値の低下が認められ、










変化も Krebs buffer 還流時に比べ有意な透過量の増加が認められた（P<0.01）。
また、NO暴露では塩酸暴露に比べ有意な透過量の増加が認められ（P<0.01）、測








の発現が認められ（Figure 2B）、過去の ER βの報告と同様の局在を示した 33)。
また、酸暴露後の ER βの発現についても placebo群、17β-estradiol群ともに明ら
かな変化を認めなかった。これら結果を踏まえ、17β-estradiol投与によるバリア機
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化率は placebo 群 72%、17β-estradiol 群 56% であった。またフルオレセイン透
過性についても、塩酸暴露に伴う経時的な透過量の増加が 17β-estradiol 投与によ
り有意に抑制され（P<0.01）、180 分における変化率は、placebo 群  215%、
17β-estradiol 群 165% であった（Figure 3）。一方、NO 暴露に伴う粘膜抵抗値
についても、経時的な抵抗値の低下が 17β-estradiol 投与により有意に抑制され
（P<0.01）、180 分における抵抗値低下の割合は placebo 群 72%、17β-estradiol
群 61% であった。フルオレセイン透過性についても、17β-estradiol 投与により
NO暴露に伴う透過量の増加が有意に抑制され（P<0.01）、180分における透過量
の変化率は placebo 群 294%、17β-estradiol 群 255% であった（Figure 4）。ま










細胞間隙距離に差を認めなかったが、酸暴露後の比較では 17β-estradiol群では 492 







tight junction 蛋白の発現を検討した。まず、occludin の Relative Mean Area 
Densityは、placebo群では 0.250であるのに対し、17β-estradiol群では 0.501と
有意な増加を認めた（P<0.05）。また、酸暴露により occludin は有意に減少した
（P<0.05）。この酸暴露後の occludin は、placebo 群では 0.018 であるのに対し、
17β-estradiol 群では 0.116 となり、有意差は認めないものの酸暴露後の occludin
減少が17β-estradiol投与により抑制される傾向が認められた（P=0.13）。対照的に、
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能を増強した過去の ex vivo chamberモデルの報告に一致するものである 12)-13)。ま
た眞坂らは、慢性逆流性食道炎ラットモデルを用いて 17β-estradiol 投与による食
道粘膜傷害の抑制作用を示し、その機序に 17β-estradiol の抗炎症作用が関連する







は ER αと ER βの 2つのサブタイプが存在する。ER αは大部分が女性の生殖器に
発現するが 39)、ER βは男女の種々な臓器に広く発現するとされ 33)、17β-estradiol
による腸管バリア機能の増強を誘導する過程において後者がより重要であることが
示されている 13),40)。本研究において ER βの発現はウサギ食道上皮の基底層から有
棘層の核を中心に認められた。一方で、ER αの発現は食道粘膜内に認められず（結


























検討で claudin-3が低下する報告 44)-45)や occludin が低下する報告 46)など、様々な
結果が示されている。本研究ではウサギ食道粘膜に対する酸暴露により claudin-1









レスが引き起こされるため 50)-51)、本検討における酸暴露後の claudin および
occludinの変化には酸化ストレスによる蛋白の脆弱性の差が強く関連していると考
えられる。 
 さらに、17β-estradiol 投与により occludin の発現が有意に増加する結果が認め
られた。この結果は、大腸粘膜における 17β-estradiol とバリア機能との関連を説
明した過去の報告に一致するものである 13).52)。また、これらの報告では、
17β-estradiolが ER βを介して mRNAを増加させ、最終的に occludin蛋白が増加
する機序が示されている 13),52)。臓器は異なるが消化管粘膜の表層を上皮細胞が被覆
する組織構造の類似性を考慮すると、食道に関しても 17β-estradiol が食道上皮細
胞の ER βを介して occludinの転写を増加させ蛋白の発現を導いている可能性が示
唆される。さらに、消化管以外の分野でも、17β-estradiolが脳血液関門の occludin
の発現を調整し、脳血管障害、アルツハイマー病の性差を引き起こすことや 53)-54)、
子宮上皮において 17β-estradiol が occludin を調整し粘膜バリア機能を統制してい
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Figure 1：ウサギ食道粘膜に対する塩酸（pH 2.0）、亜硝酸塩（5.0 ｍM, pH 2.0）、
Krebs buffer（pH 7.4）暴露の影響 
Ussing chamber の管腔側は、塩酸（pH 2.0）（■, n=12）、亜硝酸塩（5.0 mM, pH 
2.0）（●, n=16）、Krebs buffer（pH 7.4）（▲,  n=4）を還流し、基底側には全












Figure 2：血漿エストラジオール濃度およびエストロゲン受容体（ER β）の発現 
（A）ウサギ皮下組織に 17β-estradiol 製剤もしくは placebo 製剤を投与し、14 日
後の血漿エストラジオール濃度を測定した。各群をUnpaired t-testにより比較し、
17β-estradiol群において有意な増加が認められた（P<0.05）。各群のデータはウサ
ギ 5匹の血中濃度を平均値と標準偏差で表していた。（B）食道粘膜における ER β
の発現は、免疫組織化学（400 倍）にて食道上皮基底層から有棘層の核を中心にそ













ける透過量増加の割合は、placebo 群 215%、17β-estradiol 群 165%、であった。
データは平均値±標準偏差で表し、Two-way analysis of varianceにより各群を比
較した。 
 
Figure 4：エストロゲンと食道粘膜バリア機能との関係：亜硝酸塩（5.0 mM, pH 2.0）
還流による変化 
Ussing chamber の管腔側に亜硝酸塩（5.0 mM, pH 2.0）を還流し NOを発生させ、
粘膜バリア機能の変化を placebo群（■, n=16）、17β-estradiol（●, n=13）で比
較した。（A）placebo 群、17β-estradiol 群ともに経時的な粘膜抵抗値の低下が認
められたが、17β-estradiol群においてその変化が抑制された（P<0.01）。測定開始 
180 分における抵抗値低下の割合は、placebo 群 72%、17β-estradiol 群 61%、で
あった。（B）placebo 群、17β-estradiol 群ともに経時的なフルオレセイン透過量
の増加が認められたが、17β-estradiol群においてその変化が抑制された（P<0.01）。
測定開始 180 分における透過量増加の割合は、placebo 群 294%、17β-estradiol



























placebo 群、塩酸暴露後、（c）17β-estradiol 群、塩酸暴露前、（d） 17β-estradiol
群、塩酸暴露後、を表した。tight junction蛋白と β-actinとの比率を Relative Mean 
Area Densityとして求め、データは平均値±標準偏差で表し、Unpaired t-testに
より各群を比較した。各群ともにウサギ食道粘膜 5 検体より蛋白を抽出した。
17β-estradiol群において食道粘膜の occludin発現が有意に増加した（P<0.05）。ま
た、placebo群、17β-estradiol群ともに塩酸（pH 2.0））暴露に伴い有意な occludin
の減少を認めた（P<0.05）。clauidn-1および claudin-4は塩酸（pH 2.0）暴露お
よび 17β-estradiol投与による明らかな変化は認めなかった。 
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